分裂期細胞への外来性ヒストンH1の注入による染色体脱凝縮の遅延とその細胞分裂への影響 by マツオカ, ヨウスケ & 松岡, 洋祐
Osaka University
Title分裂期細胞への外来性ヒストンH1の注入による染色体脱凝縮の遅延とその細胞分裂への影響
Author(s)松岡, 洋祐
Citation
Issue Date
Text Versionnone
URL http://hdl.handle.net/11094/38160
DOI
Rights
<14>
氏 名 松 岡 洋 す祐け
博士の専攻分野の名称 博士(医学)
学位記番号 第 1 062 2 τE玉コ
学位授与年月日 平成 5 年 3 月 25 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第 1 項該当
医学研究科生理系専攻
学位論 文 名 分裂期細胞への外来性ヒストン H 1 の注入による染色体脱凝縮の遅延
とその細胞分裂への影響
(主査)
論文審査委員 教授米田悦啓
(副査)
教授田中亀代次 教授上田重晴
論文内容の要旨
(目的)
細胞分裂終期には染色体の脱凝縮，紡錘体から間期微小管への再編成，核膜の再形成といった現象が同調して進ん
でいき，その結果 2 個の正常な娘細胞が生ずる。これらの現象は同調的にしか進行し得ないものであるのかそれとも
独立に進行し得るものであるのかを知る目的で以下の研究を行った。
(方法ならびに成績)
細胞分裂終期に起こる現象の一つである染色体の脱凝縮を遅延させることを試みた。ヒストン H 1 (以下 H1 と略
記)は染色体凝縮に関与していることが示唆されているので，分裂期の細胞に過剰量の H1 を注入しその影響を見た。
H1 分画はウシ胸線の核から過塩素酸により抽出した。これを SDS ゲ、ル電気泳動にかけ H1 の 2 つのサブタイプ，
H1A , H1B を精製した。得られた結果が確かに H1 に起因するものであること明らかにするために，ニワトリの H
1 を大腸菌で発現させ これを SDS ゲル電気泳動で精製したものも使用した。
3 mg/ml の精製 H1 を Rat Kangaroo 腎由来の細胞である PtK2 cell の prometaphase に注入し， 45 , 90 , 180 分
後にそれぞれ固定し ヘキスト染色で染色体を，抗チュープリン抗体，抗ラミンB 抗体(ラミン B は核膜の裏打ちを
している蛋白質である)を用いた間接蛍光抗体法で，それぞれ紡錘体及び微小管，核膜を染色した。対照としては，
H1 同様に低分子量で塩基性蛋白質であるチトクローム C を注入した。チトクローム C を注入した場合， 45 分以内
にヘキスト染色，抗チュープリン抗体染色，抗ラミン B 抗体染色ともに正常な， 2 個の娘細胞が観察された。 H1 を
注入した場合には， 45 , 90 分後では細胞のほぼ中央に並んだままで脱凝縮していない染色体が観察され，抗チュープ
リン抗体では紡錘体が，抗ラミン B 抗体では微小な頼粒が観察された。これらは正常な細胞分裂における metaphase
の像によく似ていた。 180 分後では，染色体は metaphase 型とは異なる形とはなるものの依然として凝縮していた。
一方，抗チュープリン抗体では間期型の微小管が観察され，抗ラミン B 抗体では凝縮した染色体の周りに核膜前駆体
と思われる構造体が観察された。染色体は二分されずにー塊りとなって存在し，細胞質分裂も起きていなかった。注
入後 24--48 時間後には染色体は完全に脱凝縮し，核膜もほぼ正常な形となった核を一つもつ細胞が観察された。
次に上記の H1 の活性が H1 のリン酸化状態と関係するかどうか調べた。 H1 を細胞分裂期に支配的に働いている
とされる MPF (成熟促進因子ニ細胞分裂促進因子)でリン酸化あるいはアルカリ性ホスファターゼで脱リン酸化
ハ可
U
つ臼
し，それらの活性を調べたところ，無処理のものと差が見られなかった。
以上の結果は H1 A. H 1 B どちらのサブタイプでも，また組換え Hl を用いても同様に観察された。
Hl を注入して 3 時間後には，ラミンBを有する複数の構造体が観察された。構造体にはラミン B がその構造体全
体(おそらくその内部まで)に存在するもの(タイプAとする)と，構造体の辺縁部(おそらく膜上のみ)に存在す
るもの(タイプB とする)の二種類が観察された。タイプB は染色体が局部的に脱凝縮しつつある細胞に見られるこ
とから，タイプ A に染色体脱凝縮に伴う何らかの変化が加わってタイプBが出現すると推測される。このような構
造体は核膜前駆体と考えられるO これらの構造体に核蛋白質が輸送され得るかどうかを知るために， H 1 注入後 3 .......，
7 時間後に SV40 CSimian Virus 40) large T 抗原の核移行シグナル合成ペプチドを結合したウシ血清アルブミン
を注入し30分後に固定して，その局在を観察した。その結果，タイプB の構造体にのみ核蛋白質が局在することが判
明した。タイプBの構造体のなかには DNA を含まぬものが観察されることがあるが，そのようなものにも核蛋白質
は局在した。 SV40 large T 抗原の核移行シグナル中の一つのアミノ酸を変換し核移行活性をなくしたものを用い
た場合には，タイプB型への局在化も観察されなくなった。従って，タイプB型構造体には能動輸送により核蛋白質
が移行することが確認された。
(総括)
1. H 1 を prometaphase に注入することで染色体脱凝縮の遅延を引き起こすことができた。この活性に関しては Hl
のリン酸化状態やサプタイプ聞による差は見られなかった。
2. 染色体脱凝縮が遅延しても紡錘体は間期型微小管に再編成され，核膜の再形成も進行するO 従って，染色体の脱
凝縮と微小管の再編成，核膜の再形成過程の一部(おそらくタイプA の構造体出現まで)は独立に起こり得ると
結論できた。
3. DNA を含まぬが核蛋白質局在化活性を有する構造体が出現し得ることがわかった。
4. H 1 注入後に観察される核蛋白質の局在化が起こる構造体と，起こらない構造体とを比較，検討することにより
核蛋白質局在化に必要な構造，機能に関わる因子を追求できることが期待される O
論文審査の結果の要旨
高等真核生物の細胞分裂終期には，様々な現象が同調して進行していく。これらの現象を総合的に理解するうえで
個々の現象がそれぞれどの程度独立性を持って進行し得るかを知ることは非常に意義深いものであるO 本論文ではヒ
ストン Hl を用いることにより，染色体脱凝縮という一つの現象を遅延させることに成功し，その結果，染色体脱凝
縮と紡錘体から微小管への再編成は独立に起こり得ること，核膜の再形成はある程度独立に進行するものの，核蛋白
質輸送能という機能を持つ核膜となるには染色体脱凝縮が必要であることが示唆された。これらがほ乳類細胞を III
VIVO で解析した成果であることも高く評価できる O また，核膜形成の中間段階と考えられる構造体が同定されたこ
とは今後，核膜の構造と機能に関する研究が行われていく上で、重要な意味を持つと思われる。
以上の理由により 本論文は学位論文として十分価値があるものと認められるo
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